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論文内容要旨
目的
 血球分化における骨髄間質細胞と造血幹細胞のcell-to-cellinteractio11の重要性は以前より提
 唱されてきたが,その実体は不明な点が多く,責任分子は明らかでない点が多い。亀岡らは,
 SV40丁抗原導入transgel/icmouseより33種の骨髄間質細胞株(TBRcelllille)を樹立し,
 その多数のTBRcelllineでマウス胎児肝細胞(FL)を用いたコロニーアッセイを行った。そ
 の結果多数のTBRcelllineで支持する血球のLilleageに選択性が認められ,その選択性は既
 知の造血因子の発現と相関を示さず,未知の細胞表面分子の関与が示唆されることを明らかとし
 た。本研究では,DNAmlcroarray法を利用して,このような赤芽球造血支持能に関与する未
 知の細胞表面分子の同定を計画した。
方法
 TBRcelllineのなかで赤芽球造血を支持しない3種の細胞株(E一:TBR17,TBR33,TBR
 511)と赤芽球造血を支持する3種の細胞株(E+二TBR9,TBR184,TBR31-2)よりそれぞれ
 RNAを抽出し,cDNAを合成,DNAmicroarray法によりそれぞれの遺伝子発現のプロファ
 イリングの比較を行う。DNAmicroarrayの結果より候補遺伝子を選択し,選択した候補遺伝
 子について機能解析を行う。
結果
 7226遺伝子についてE一とE+で発現量の差を比較を行い,466遺伝子がE+でE一と比較して
 2倍以上の高い発現を認め,その中でも3倍以上の発現を認めた138遺伝子を得た。逆に686遺
 伝子がE一でE+と比較して2倍以上の高い発現を認め,その中でも3倍以上の発現を認めた282
 遺伝子を得た。次に,その候補遺伝子から定量PCR(RQ-PCR)によりそれぞれの発現量を比
 較した結果,E+において有意に発現が増加していた候補遺伝子Tenascin-C(TN-C)を得た。
 次にTN-Cに対するsiRNAを作成し,RNAinterference(RNAi)によりTN-Cの発現抑制実
 験を行い,R,Q-PCRにて71%のTN-Cの発現抑制効果を確認でき,ウエスタンプロット法にお
 いて蛋白質レベルでの抑制も確認することが出来た。RNAiによりTN-Cを発現抑制したE+を
 用いて赤芽球コロニーアッセイを行なった結果,赤芽球コロニーの有意な減少を認めた(TBR9
 :18,0±6.2versus4.7±4.8colonies;p<0.05,TBR184:15.3±8.3versusO.3±0.5;p<0.05)。また
 外因性TN-CをTBRcelllineに添加して赤芽球コロニーアッセイを行うと,赤芽球コロニーは
 有意な増加を認めた(TBR184:13.3±3.5versus20.0±2.0;p<0.05,TBR31-2:7.5±3.1versus
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 13.5±2.6:p〈0.05)。
結語
 TN-Cノックアウトマウスによる報告では貧血は認められないが,Long-termBMculture
 においてコロニー形成能が低下し,その形成能は外因性TN-Cを培養液に添加することにより
 濃度依存的に回復する事が報告されている。本研究においてはTN-Cについて新たに重要な3つ
 の知見を得る事が出来た。(1)骨髄問質細胞におけるTN-Cの発現が直接赤芽球造血に重要な
 役割を果たしていること,(2)TN-Cが高発現で赤芽球造血を支持する骨髄間質細胞とTN-Cが
 低発現で赤芽球造血を支持しない骨髄間質細胞が存在すること,(3)赤芽球分化において
 CFU-Eの段階に近いステージにおいてTN-Cが関与していること。
 これらの結果から,本研究ではマウス骨髄間質細胞におけるTN-Cの発現が赤芽球造血に関
 与している事が示唆された。
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鑑
 審査結果の要旨
 骨髄間質細胞は造血幹細胞とcelltocellinteractionの機序で分化を促すと理解されている
 が,ここにおける分子機序については未知である部分が多い。本研究では,SV40丁抗原導入
 七ransgenicmouseより樹立した33種の骨髄間質細胞株(TBRcellline)が,マウス胎児肝細
 胞を用いたコロニーアッセイにおいて支持する1ineageに選択性を示すこと,その選択性は既知
 の造血因子の発現と相関を示さないという知見から,ここでの血球分化に関連する骨髄間質細胞
 表面の未知の分子を追及している。すなわち,DNAmicroarray法を利用して,このような赤
 芽球造血支持能に関与する細胞表面分子の同定を試みた。まず,TBRce111ineの中で赤芽球造
 血を支持しない3種の細胞株(E+:TBR17,TBR33,TBR511)と赤芽球造血を支持する3種の
 細胞株(E一:TBR9,TBR184,TBR31-2)を選び出し,それらよりそれぞれRNAを抽出し,
 cDNAを合成,cDNAmicroarray法によりそれぞれの遺伝子発現のプロファイリングを比較し
 た。7226遺伝子中,138遺伝子でE+がE一と比較して3倍以上の高い発現を認め,その中でも27
 遺伝子で5倍以上の発現を認めた。逆に282遺伝子でE一がE+と比較して3倍以上の高い発現を
 認め,その中でも73遺伝子で5倍以上の発現を認めた。次に,それらの候補遺伝子の発現量を
 定量PCR(RQ-PCR)により比較した結果,E+において有意に発現が高かった候補遺伝子
 Tel/ascin-C(TN-C)を得た。
 次にTN-cに対するsiRNAを作成し,これによるTN-cの発現抑制実験を行った。si-RNA
 によりTenascin-CのmRNAの発現(RQ-PCR)は71%抑制され,ウエスタンプロット法にて
 蛋白質レベルでの抑制も確認した。si-RNAによりTN-cを発現抑制したE+を用いて赤芽球コ
 ロニーアッセイを行なった結果,赤芽球系コロニーの有意な減少を認めた(TBR9:20.7±6.3
 versus4.7±4.8colollies;p〈0.05,TBR184:13.3±5.3versusO.3±10.5colonies;p<0.05,)。また夕玉
 因性TN-CをTBRcemineに添加して赤芽球コロニーアッセイを行うと,赤芽球コロニーは有
 意な増加を認めた(TBR184:13.3±3.5versus20.0±2.0;pく0.05,TBR31-2二7.5±3.1versus13.5
 ±2.6colonies;P<0.05)。
 これらの成績は,マウス骨髄問質細胞におけるTN-Cの発現が赤芽球造血に関与する事を示
 す新知見であり,学位に相応する研究とみなされる。
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